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(54) Proc6d6 et milieu de culture pour I'obtentlon de cellules Infecttes par un virus associ6 a la sclerose en pla- 
ques. 

(§7^ Proc6d6 d'obtention in vitro d'une culture ou Iign6e 
cSnulaire infect6e par une souche virale associ6e a la scle- 
rose en plaques (SEP), selon lequel on effectue un pr6ld- 
vement corporel sur un individu atteint de SEP, on cultive 
(edit prSldvement dans un milieu de culture favorisant la 
croissance des cellules infectees, pour obtenir une culture 
de cellules primaires infectees, et on cultive en s£rie, c'est- 
a-dire par passages successifs, dans (edit milieu de 
culture, un pr£fdvement de la culture de cellules primaires, 
ou d'une sous-culture de cette dernidre, pour obtenir la 
culture ou Iign6e cellulaire infec*6e par un virus assocte & 
la SEP, caract6ris6 en ce que le milieu de culture contient 
en outre un anticorps anti-interferon beta, ou dirig6 contra 
une molecule antig6niquement proche, jouant un rdle inhk 
teur dans ('expression virale, penmettant d'exprimer de ma- 
nure persistants et de propager la souche virale dans la 
culture ou Iign6e cellulaire. 
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PROCEDE ET MILIEU DE CULTURE POUR l'OBTENTION DE CELLULES 
INPECTEES PAR UN VIRUS ASSOCIE 
A LA SCLEROSE EN PLAQUES 

La presente invention a pour objet un milieu pour 
la culture in vitro de cellules infect ees par un virus 
present chez des individus atteints de sclerose en 
plaques, un procede pour l'obtention de cellules infectees 
utilisant ledit milieu et les lignees cellulaires 
infectees ainsi obtenues. 

La sclerose en plagues (SEP) est une maladie 
demyelinisante du syst&me nerveux central (SNC) que l'on 
suspecte depuis plusieurs annees etre associee 3. un virus, 
bien que l 1 agent causal n'ait pas encore ete determine 
avec certitude. 

De nombreux travaux ont etaye cette hypothdse 
d'une &tiologie virale de la maladie, mais aucun des virus 
connus test&s ne s'est aver6 3tre l f agent causal 
recherche* 

Par la suite, 1 1 observation chez des patients 
atteints de sclerose en plaques de phSnomdnes assimilables 
& une reaction d ■ auto- immunity a conduit & une hypothdse 
£tiologique auto- immune "essentielle" (LisaJc R.P. f 
Zweiman B. New Engl. J. Med, 1977; 297, 850-853, et 
Lassmann H. et Wisniewski H.M. Arch. Neurol. 1979; 36, 
490-497) . Cependant, cette auto-immunite dirigee contre 
certains composants du systeme nerveux central s'est 
r§velee peu specif ique de la SEP et fr&quente dans des 
inflammations du SNC, associees ou non a une infection, 
comme cela a ete montre par Hirayama M. et al. 
(Neurology 1986 ; 36, 276-8) Kenneth G. Warren et al. 
(Annals of Neurology 1986 ; 20, 20-25) , Suzumura A. et al. 
(Journal of Neuro immunology 1986 ; 11, 137-47) et 
Tourtelotte W. et al. (Journal of Neurochemistry 1986 ; 
46, 1086-93) • De plus, comme l'a fait remarquer E.J. Field 
(The Lancet 1989 ; 1, 1272) , aucune des therapeutiques 
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immunosuppressives n*a permis d'obtenir des resultats 
decisifs contre la SEP. 

Une hypothese a et€ emise selon laguelle un 
retrovirus serait a l f origine de la maladie. La decouverte 
par A. Gessain et al. (J. Infect. Disease 1988 ; 
1226-1234) , de syndromes neurologiques associes au virus 
HTLV-1, connu i. l'origine comme agent de leucemies T de 
1 1 adult e, a conduit de nombreux auteurs tels que 
H. Koprowski et al. (Nature 1985 ; 318, 154) , M. Ohta et 
al. (J. Immunol. 1986 ; 137, 3440), E.P. Reddy et al. 
(Science 1989 ; 243, 529), S.J. Greenberg et al. (Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 1989 ; 86, 2878), J.H. Richardson et 
al. (Science 1989 ; 246, 821), S.L. Hauser et al. 
(Nature 1986 ; 322, 176) et A. Karpas et al. (Nature 
1986 ; 322, 177), a rechercher une implication de ce 
retrovirus humain dans la SEP, cependant sans succSs ou 
avec des resultats evoquant des reactions croisees. 

II existe par ailleurs un moddle animal tr&s 
proche de la SEP, induit par un retrovirus : le virus 
MAEDI-VTSNA du mouton. II est connu que 1» infection 
naturelle par ce virus provoque une maladie ovine proche 
de la SEP, comme le rapportent Johnson R.T. (Rev. Infect. 
Dis. 1985 ; 7, 66-67), Narayan O. et Cork L.C. (Rev. 
Infect. Dis. 1985 ; 7, 89-98) et Nathanson N. et al. (Rev. 
Infect. Dis. 1985 ; 7, 75-82) . L» infection expSrimentale 
de moutons par inoculation intra-ventriculaire de souches 
neurovirulentes du virus VISNA a permis d'fetablir la 
responsabilit& de ce virus dans la gen&se de cette 
infection dSmySlinisante du mouton. Comme l'expliquent 
Nathanson N. et al. (Rev. Infect. Dis. 1985 ; 7, 75-82), 
Hoffman P.M. et Panitch H.S. ("Handbook of Clinical 
Neurology, 12 ; Viral diseases" R.R. Mc Kendall, ed. , 
Elsevier science Publishing, Amsterdam, 1989, 453-466) et 
A. Haase (Nature 1986 ; 322, 130-136), elle diffSre 
quelque peu de 1" infection naturelle, mais reste neanmoins 
proche de la SEP. II est par ailleurs intSressant de noter 
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que dans I 1 ensemble des travaux effectues sur ce sujet par 
les auteurs precites, le virus Visna est retrouvS dans 
les cellules de plexus choroides du cerveau des moutons 
infectes qui constituent un site de latence et de 
5 replication occasionnelle du provirus visna ; la 
localisation de ces cellules 4 l 1 interface sang/liquide 
cephalo-rachidien expliquant certainement ce ph€nom&ne. 

Tous ces resultats plaident en faveur du rdle dans 
la SEP d'un retrovirus inconnu. 

10 Recemment, les travaux de H. PERRON et al. (Res • 

Virol. 1989 ; 140, 551-561, et "Current concepts in 
multiple sclerosis" Wietholter et al., eds. Amsterdam, 
Elsevier, 1991, p. 111-116 et The Lancet 1991 ; 337, 
862-863) ont permis, 4 partir d'une ponction lombaire de 

15 liquide cephalo-rachidien d'un patient souffrant de SEP 
d'isoler une lignee de cellules non lympholdes et de 
mettre en evidence la presence d'un virus, pr&sentant les 
caracteristiques d'un retrovirus et montrant en 
particulier une activite transcriptase inverse, dans le 

20 surnageant de culture des cellules de cette lign&e. 
L 1 etude au microscope £lectronique des cellules de cette 
lignee a permis de mettre en evidence des part icu les 
virales d'un diam&tre compris environ entre 110 et 140 run, 
la taille des particules variant selon qu'il s'agit de 

25 particules matures ou immatures. Par ailleurs, une etude 
serologique, selon la technique ELISA, utilisant un 
extra it cellulaire des cellules infect fees de cette lign&e, 
a permis de montrer, avec 40 serums de patients parmi 
lesquels 20 sont atteints de SEP (SEP certaine) et 20 sont 

30 des malades presumes (SEP probable) , 60 % de resultats 
positifs. Une etude comparative avec 40 s§rums de patients 
atteints d'autres maladies neurologiques que la SEP n'a 
donn4 que 5 % de rSsultats positifs. Cette lignee, que les 
auteurs ont dfenommee I*M7, est clonale et non- immortelle et 

35 son etude immunocytochimique et ultrastructurale a permis 
de caracteriser son origine leptomeningee . 
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Ce virus s'est avere cependant trds difficile Sl 
etudier, du fait que d f une part il s'exprime tres 
faiblement , in vitro , dans la lignee cellulaire primaire 
d'origine lept omeningee , et que d' autre part cette lignee 
cellulaire degen&re assez rap i dement aprds une trentaine 
de passages par extinction de son pouvoir mitotique, de 
sorte qu'elle ne permet plus 1' expression virale. 

Aussi , les auteurs ont envisage une nouvelle 
approche (H. Perron et al. r The Lancet, vol. 337 , 862-863, 
(1991)), qui consiste a prfelever un echantillon sanguin 
chez un patient atteint de SEP, a effectuer une culture de 
monocytes et 3. recueillir le surnageant pour verifier 
l f expression d'une activity transcriptase inverse, soit 
directement dans le culot d'ultracentrifugation, soit 
aprds sedimentation Sl l'Squilibre sur gradient de 
saccharose. II a a in si 6t6 montr6 un pic d' activity 
transcriptase inverse dans le surnageant chez les patients 
atteints de SEP et que cette activity est retrouvSe dans 
la fraction de dens it e 1,17 g/ml environ. Une etude au 
microscope electronique des cellules inf ectSes a permis de 
mettre en evidence des particules semblables a des 
retrovirus de 100 §L 120 tun qui sont retrouv&es dans les 
culots d'ultracentrifugation de sumageants de cultures 
exprimant une activity transcriptase inverse elevee. Les 
culots de centrifugation contenant des debris cellulaires 
et potentiellement des particules virales ont ensuite et6 
cultiv6s sur des cellules du sang de cordon, pour la mise 
en evidence d'une expression virale. Cependant, comme 
expliqug par les auteurs, un effet cytopathique a ete 
observe dans les cellules de sang de cordon infect&es, 
mais n'est plus detectable six semaines aprds 
I 1 inoculation, de sorte que ce mode de culture n'est pas 
satisfaisant pour tine etude approfondie des 
caract€ristiques de ce virus. 



'1 
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II etait done indispensable de disposer d f un 
procede pour la culture in vitro de cellules infectees par 
ce virus. 

Une hypothese a ete emise et verifiee selon 
5 laguelle des cellules permissives de plexus choroides 
humains pourraient etre des cellules permissives au virus 
r&trouvS chez des patients atteints de SEP, Sur la base de 
cette dScouverte, un procede de culture in vitro de 
cellules infectees par un virus associS a la SEP a StS 

10 dSveloppd. 

Le procede consiste Sl effectuer une culture de 
cellules de plexus choroides, obtenues aprSs explantation 
post mortem de plexus choroides humains, dans un milieu 
approprie comprenant, des acides amines, des facteurs 

15 vitaminiques , des sels inorganiques et du glucose, 
respectivement 2l des concentrations ponderales totales 
comprises entre 400 et 2250 mg/1, 3,5 et 130 mg/1, 9100 et 
13000 mg/1, et 1000 et 6000 mg/1, additionn6 
avantageusement d'un facteur de croissance, tel qu'ECGF 

20 ("Endothelial Cell Growth Factor") , pour favoriser la 
croissance des cellules et d f au mo ins un antibiotique, 
puis £ mettre en contact les cellules de plexus choroides 
ainsi cultivees, dans leur milieu de culture, avec des 
cellules prima ires ou derivees, infectees ou un surnageant 

25 de culture contenant le virus dans des conditions 
d€termin&es permettant la propagation du virus des 
cellules infectees aux cellules cultivees, sa replication 
et son expression. 

Par cellules derivees des cellules primaires, on 

3 0 entend toute culture obtenue directement ou indirectement 
a partir desdites cellules primaires, par exemple par 
conservation ^ basse de temperature ou maintien de la 
viability desdites cellules. II peut s'agir par exemple de 
cellules de reference deposees dans une collection. 

35 Cependant, la propagation du virus $i partir des 

quelques cellules infectees, bien qu'existante, reste 
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relativement restreinte au cours des passages success if s 
et necessite de nombreux passages pour obtenir un niveau 
d 1 expression suffisant. La duree de vie en culture de ces 
cellules etant limitee, ce n'est souvent qu'aux derniers 
5 passages que l 1 expression devient quantif iable, ce qui 
limite consider Element: 1' inter et dud it procede. 

Les travaux des presents inventeurs les ont 
conduit £ la mise en evidence tout-&-fait surprenante de 
la production d* interferon beta par les cellules de plexus 

10 choroldes en reponse a une agression virale. Or, seuls les 
f ibroblastes, cellules epitheliales et macrophages sont 
connus & ce jour pour produire 1" interferon beta 
(Interferon : Principles and Medical Applications, the 
University of Texas Medical Branch at GALVESTON' , 

15 Department of Microbiology, GALVESTON, TX, 1992). Les 
effets des interferons sont bien connus, et notamment ils 
induisent un etat refractaire des cellules & la synthase 
et 4 la replication de materiel viral, inhibant ainsi la 
propagation et la production des virus en culture. II 

20 devenait alors fortement probable que la production 
d 1 interferon beta par les cellules de plexus choro£des 
soit un facteur limitant determinant dans le proc&dS de 
culture in vitro de cellules infectees par un virus 
present chez les individus atteints de sclerose en 

25 plaques. 

Sur la base de cette decouverte inattendue, les 
presents inventeurs ont mis au point un nouveau milieu de 
culture utilisable dans un proc£d& de culture in vitro de 
cellules infect&es par un virus retrouve chez des patients 

30 atteints de SEP. 

La presente invention a done pour objet un milieu 
appropri€ pour la culture in vitro de cellules infect&es 
par un virus present chez les individus atteints de 
sclerose en plaques qui comprend, outre des acides amines, 

35 des facteurs vitaminiques , des sels inorganiques et du 
glucose, respect ivement & des concentrations ponderales 
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to tales comprises entre 400 et 2250 mg/1, 3,5 et 130 mg/1, 
9100 et 13000 mg/1, et 1000 et 6000 mg/1, et au moins un 
anticorps anti-interf eron beta. 

Plus particuliSrement, le milieu comprend au moins 
5 les const ituants suivants: 

* un ou plusieurs acides amines choisis parmi les composes 
suivants : 

arginine: 100 Si 500 mg/1, de preference 100 & 3 00 mg/1 
cysteine et /ou cystine: 25 £ 300 mg/1, de preference 

10 cystine: 25 a 100mg/l 

glut amine: 200 a 1000 mg/1, de preference 200 a 500 mg/1 
histidine : 5 4 50 mg/1, de preference 5 i 20 mg/1 
iso leucine : 20 a 100 mg/1, de preference 20 a 60 mg/1 
leucine : 20 Sl 100 mg/1, de preference 20 H 60 mg/1 

15 lysine z 20 k 100 mg/1, de preference 20 a 80 mg/1 
methionine : 5 & 50 mg/1, de preference 5 i 30 mg/1 
phenylalanine : 10 a 70 mg/1, de preference 10 Sl 50 mg/1 
threonine : 15 a 100 mg/1, de preference 15 eL 60 mg/1 
tryptophane : 2 Sl 30 mg/1, de preference 2 k 25 mg/1 

20 tyrosine : 10 a 70 mg/1, de preference 10 Sl 50 mg/1 
valine : 10 4 80 mg/1, de preference 10 3. 60 mg/1 

* un ou plusieurs facteurs vitaminiques , choisis parmi les 
composes suivants : 

pantothenate : 0,15 Sl 5 mg/1, de preference sel de 
25 calcium 0,15 & 2 mg/1 

choline : 0,5 a 10 mg/1, de preference sel de chlorure 
0,5 a 5 mg/1 

acide f clique : 0,5 Sl 10 mg/1, de preference 0,5 3l 
5 mg/1 

30 inositol : 1 3. 70 mg/1, de preference 1 a 50 mg/1 

nicotinamide et/ou niacinamide : 0,5 £10 mg/1, de 
preference nicotinamide 0,5 3. 5 mg/1 

pyrridoxine et/ou pyrridoxal : 0,5 Sl 10 mg/1, de 
preference pyrridoxine/HCl 0,5 4 5 mg/1 
35 riboflavine : 0,05 4 1 mg/1, de preference 0,05 4 
0,5 mg/1 
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thiamine : 0,5 4 10 mg/1, de preference 0,5 & 5 mg/1 

* ion ou plusieurs sels inorganiques , choisis parmi les 
composes suivants : 

sels de calcium : 100 a 200 mg/1, de preference CaCl2 
anhydre 

chlorure de potassium : 350 i 450 mg/1 

sels de magnesium : 40 i 60 mg/1, de preference MgS0 4 
anhydre 

chlorure de sodium : 6.000 a 8.000 mg/1 

sels de HCO3 : 2.000 3. 3.000 mg/1, de preference NaHC0 3 
sels de HPO4 : 600 S. 1.000 mg/1, de preference 
Na2HP(>4 anhydre 

* du glucose : 1.000 & 6.000 mg/1, de preference D-glucose 

* ant i corps anti-interf eron beta : environ 10 U/ml 

Avantageusement, les acides amines sont choisis 
parmi ceux de la sSrie naturelle L. 

Le milieu peut egalement comprendre au moins un 
antibiotique, de preference un melange de p€nicilline et 
de streptomycine, et si souhaite de la clindamycine pour 
emp§cher les contaminations mycoplasmiques . 

Selon un mode de realisation de I 1 invention, le 
milieu comprend de plus au moins un facteur de croissance 
choisi parmi l'ECGP ("Endothelial Cell Growth Factor" 
d£nomm€ egalement FGF acide) et le FGF 
("Fibroblast Growth Factor") basique dans des proportions 
variables que l'homme du metier peut determiner S. partir 
de ses connaissances gSnSrales des cultures cellulaires et 
des produits qu'il a 3. sa disposition. A titre d'exemple, 
la concentration du facteur de croissance est comprise 
entre 1 et 50 Mg/1 de milieu de culture, en presence 
d 1 h€parine & une concentration comprise entre 50 et 
50 Avantageusement, le facteur de croissance choisi 

est I'ECGF (10 tig/1, en presence d'h€parine comme 
pr€c€demment) . 

L' invention a aussi pour objet un procede 
d'obtention in vitro d'une culture de cellules de plexus 
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choroides humains infectees, pre levees post mortem sur le 
corps d'un individu ou patient atteint de SEP, selon 
leguel on cultive lesdites cellules pre levees dans le 
milieu de culture prficitS et dans des conditions 
determines pour obtenir une premi&re culture de cellules 
primaires de plexus choroides, puis on cultive en serie, 
c'est-a-dire par passages successifs, dans ledit milieu de 
culture un pre lavement de ladite culture de cellules 
primaires ou de sous-culture de cette dernier e, pour 
obtenir une culture de cellules de plexus choroides 
infectees . 

L • invention a aussi pour objet une lignee 
cellulaire infectSe de cellules de plexus choroides 
obtenue selon le procede d&crit ci-dessus, denommee PLI-2, 
conformement aux dispositions du Traitfe de Budapest, et 
dSposfee a l'ECACC le 22 juillet 1992, sous le 
numero 92072201, ainsi que la souche virale qu*elle 
heberge, denommee POL- 2 et depos£e a I'ECACC le mdme jour 
sous le numero V92072202. Ces deux depdts ont ete faits 
sous 1" empire et conformement aux dispositions du Traits 
de Budapest. 

Avantageusement, les cellules de la lignee PLI-2 
sont transf ectees par un gdne M imm£diat-pr€coce n d • un 
virus du genre Herpdsviridae pour accroltre 1' expression 
virale dans ces cellules. 

L * invention a Sgalement pour ob j et un procSde 
d'obtention d'une culture cellulaire ou lignee infectSe 
viable, ou continue, comprenant des cellules infectees par 
au mo ins une souche virale humaine associee Sl la SEP, qui 
cons is te §Li 

(a) cultiver des cellules humaines infectees par la souche 
virale, pour obtenir au mo ins une culture primaire ou 
d£riv#e, infect 6e par ladite souche, 

(b) cultiver des cellules humaines permissives, de 
preference des cellules de plexus choroides humains 
non infectees obtenues selon le procede deer it ci- 
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dessus, lesdites cellules permissives etant 
susceptibles de s'infecter et de repliquer ladite 
souche virale, pour obtenir au mo ins une culture 
permissive, 

(c) cocultiver au mo ins un pr§l£vement d f une culture 
prima ire infectee et un prelevement d'une culture 
permissive, pour obtenir une premiere culture d§rivee 
infectee par unedite souche virale, 

(d) cultiver en serie, c'est & dire par repiquages 
successifs, la premiere culture derivee infectee; d 
cette fin, on rSp&te au cours du temps I'etape 
consistant Sl cocultiver, par exemple pendant 5 a 8 
jours, un nouveau prelevement d'une culture permissive 
non infectee et un prel&vement de la premiSre culture 
d§rivee infectSe, ou d'une sous-culture de cette 
derni&re, pour obtenir une nouvelle sous-culture de la 
m&ne premiere culture derivee infectee, constituant 
une culture virale continue dans des cellules non 
immortelles . 

Par culture derivee de la culture prima ire f on 
entend toute culture ou sous-culture obtenue directement 
ou indirectement 3L partir de ladite culture primaire, par 
conservation k basse temperature ou par exemple par 
maintien de la viability de ladite culture. XI peut s'agir 
par exemple d'une culture de reference, deposee dans une 
collection* 

Au moins l'une quelconque des etapes (a) a (d) est 
effectuee avec un milieu de culture contenant un anticorps 
anti-interf6ron beta. 

Avantageusement, la culture primaire infectee est 
obtenue & partir de cellules humaines in fee tees par ladite 
souche virale, resultant du procede d'obtention in vitro 
deer it precedemment, par exemple la lignee cellulaire 
92072201 de l^CACC, et/ou & partir de cellules humaines 
infectees par ladite souche virale, choisies dans le 
groupe comprenant des cellules leptomeningees, des 
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cellules de plexus choroides, des cellules myeloides 
sanguines, notamment des macrophages et monocytes, et des 
lymphocytes . 

Pref erentiellement , la culture permissive est 
5 obtenue a partir de cellules humaines de plexus choroides. 

L 1 invention a enfin pour objet une culture virale 
viable ou continue, obtenue selon le procede ci-dessus. 

Avantageusement , les cellules hebergeant ladite 
souche virale continue sont transfectees par au mo ins un 
10 gene "immediat-prScoce" d'un virus du genre Herpes viridae, 
pour accroitre l f expression virale dans ces cellules. 

L f utilisation de serums ou d'anticorps anti- 
interferon beta humain a permis d'obtenir une propagation 
accrue des souches virales presentes dans les cellules 
15 explantees a partir des pieces anatomiques, ou introduites 
par coculture dans des cellules de plexus choroides non 
infectees. Ainsi, l 1 expression globale du virus dans les 
cultures des cellules de plexus choroides a pu £tre 
augmentee et le delai d'obtention d'un signal decelable 
20 aprds mise en culture d'isolats pathologiques a pu etre 
raccourci. Ces effets sont attribuables H la 
neutralisation par les anticorps de 1* interferon beta ou 
d'une molecule antig£niquement proche, jouant un role 
inhibiteur dans !• expression virale, produit par ces 
25 cellules en presence de virus. 

Par "anticorps anti- interferon ft n on entend toute 
preparation contenant des anticorps d'origine mono ou 
polyclonale, purifies (par exemple par chromatographie 
d f af finite) ou non, qui reconnaissent des epitopes 
30 appartenant ^ 1 9 interferon j8 humain ou Si toute molecule 
antigeniquement analogue jouant un rdle inhibiteur dans 
1' expression virale. 

Selon un mode particulier de realisation de 
l f invention, la culture primaire infectee, avant mise en 
35 contact avec les cellules permissives cultivees est 
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prSalablement traitees par irradiation, par exemple par 
irradiation par des rayons X. 

Selon un mode de realisation particulier de 
1* invention, on ontient plusieurs cultures primaires 
infectSes par des souches virales ou isolats de SEP 
recpectivement differents, et pendant l'etape (b) , on 
cocultive des prSl&vements desdites cultures primaires ou 
de sous-cultures de ces derni&res, respectivement 
diffgrents. On obtient ainsi dans la culture cellulaire un 
melange de souches virales permettant la recombinaison 
inter-souches , la complementation eventuelle de genomes 
defectifs et 1' emergence de souches recombinees dont 
1 1 adaptability Sl certains critSres peut etre fortement 
accrue. Cela peut notamment permettre d'obtenir une souche 
hautement adaptee & la culture in vitro ou d'obtenir des 
souches replicatives Sl partir de souches defectives. 

L f invention concerne aussi un proced§ de 
detection, dans un fluide biologique, d'anticorps diriges 
contre un virus associ§ Sl la SEP. 

L 1 invention a egalement pour objet un procedS de 
preparation vaccinale H partir de cellules infectees 
obtenues selon le procedS de I 1 invention ou du virus 
produit par lesdites cellules. 

Le terme "cellules infectees" tel qu'utilisS dans 
la pr£sente invention fait reference: 

i) 2l des cellules primaires infectees obtenues & 
partir d r une culture de cellules directement issues d'un 
prdl&vement de tissus ou de fluides biologiques in vivo ou 
post mortem chez un individu, ainsi qu'aux cellules 
deriv6es obtenues par passages de ces cellules primaires, 
et 

ii) aux cellules secondaires infectees obtenues 
par coculture de cellules primaires infectees et de 
cellules permissives, ainsi qu'aux cellules deriv&es 
obtenues par passages de ces cellules secondaires. 
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Par "cellules primaires", on entend des cellules 
en culture provenant directement d'un prelevement de 
tissus ou de fluides biologiques, et passees en culture 
sans aucune coculture, ni inoculation de souches virales 
issues d'autres cellules. 

lies cellules prelevees in vivo ou post mortem 
peuvent etre toutes cellules infectSes par le virus , par 
exemple des cellules leptomeningees isol£es du liquide 
cephalorachidien d'un patient (H. Perron et al. , Res. 
Virol., 140, 551-561 (1989)), des cellules myfeloldes 
trouvees dans le sang, dans le liquide cephalorachidien, 
dans les tissus ou dans la moelle osseuse, en particulier 
des macrophages ou monocytes (H. Perron et al., The 
Lancet, vol. 337, 862-863, 10 avril 1991) et aussi des 
lymphocytes (S. Haahr et al., The Lancet, vol. 337 , 
863-864 , 6 avril 1991) ou analogues. Un autre candidat 
pour la preparation d'une culture de cellules primaires 
est represents par les cellules de plexus choroXdes 
humains, qui sont presumees §tre un site de latence pour 
un virus associe & la sclerose en plaques. 

Le terme- "macrophage (s) " fait reference k des 
cellules derivant directement de monocytes sanguins, Sl des 
cellules r6sidant dans les tissus (par exemple 
microgliocytes, cellules de Ktipfer) et & des cellules du 
syst&me reticulo endothelial, notamment les cellules de 
Langerhans . 

Les cellules permissives sont des cellules qui 
peuvent s'infecter et permettre la replication d'un virus 
donne avec production de particules virales notamment 
extra-cellulaires que I 1 on peut etudier, par exemple pour 
leur activite transcriptase inverse dans les surnageants. 

Le terme "passage" fait r£fdrence & vine culture 
cellulaire et correspond 3. la dissociation des cellules 
d'un flacon de culture pour les transferer dans un ou 
plusieurs nouveaux flacons. 
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II est: bien connu des specialistes que des 
modifications spontanees ou induites peuvent survenir dans 
le caryotype pendant le stockage ou les passages. Ainsi 
des cellules derivees d'une lignee cellulaire de reference 
5 peuvent ne pas etre precisement i dent. i que s aux cultures ou 
cellules d'origine. De meme la variability genet ique des 
retrovirus est bien connue, et une souche rStrovirale 
donnee peut modifier ses caracteristiques par des 
mutations spontanees ou induites au cours des cultures. 
10 De mani&re gen§rale, 1' invention concerne tout 

materiel biologique cellulaire utilisable directement ou 
indirectement, Sl diff&rentes fins, therapeutique, 
clinique, diagnostique, ou d 1 analyse par exemple, 
comprenant : 

15 - soit des cellules prelevees sur ou appartenant k une 
culture ou lignee cellulaire infectee par une souche 
virale humaine associee 3. la SEP, obtenue par l c un 
quelconque des procedes deer its pr ecedemment , par 
exemple la lignee cellulaire denommee PLI-2, depos&e H 
20 l'ECACC le 22 juillet 1992, sous le numero 92072201 
selon les dispositions du Traite de Budapest 
- soit des cellules d€riv£es, obtenues en modifiant le 
genome desdites cellules de mani&re spontanee ou 
artif icielle, mais sans alterer leur phenotype de 
25 cellules infect&es par un virus associS Si la SEP. 

Pr€f£rentiellement, le virus present dans le 
materiel biologique cellulaire peut Stre transactive selon 
le processus de trans fection d&crit pr£cedemment, de 
mani&re a exprimer plus intensement, plus rapidement et/ou 
30 plus completement le virus associe Bl la SEP. 

L 1 invention concerne egalement tout materiel 
biologique viral, utilisable directement ou indirectement, 
Si diff&rentes fins, notamment clinique, thSrapeutique, 
diagnostique, ou analytique, ce materiel consistant : 
35 - soit en une fraction virale obtenue Si partir du materiel 
biologique cellulaire defini prfecSdemment, 
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eventuellement apres transactivation de l 1 element viral, 
pax exemple obtenue par separation de particules virales 
si partir du surnageant de cellules infectfees ou par 
fractionnement d'antigenes ; cette fraction virale est 
5 par exemple issue de la souche virale denommee POL-2, 
deposee Sl l'ECACC, le 22 juillet 1992 sous le 
numero V 92072202 selon les dispositions du TraitS de 
Budapest 

- soit en une fraction virale derivee desdites particules 
10 virales, obtenue en modifiant le genome et/ou 
l'enveloppe et/ou la nucleocapside des particules 
virales de ladite fraction, de maniSre spontanee ou 
art if icielle . 

Ii f invention concerne egalement un procede de 
15 detection dans tout fluide biologique, preleve sur le 
corps humain, de la presence d'anticorps diriges contre un 
virus de la SEP • A cette fin, il suf f it de mettre en 
contact un echantillon de ce fluide biologique avec, soit 
un extra it antigenique du materiel biologique cellulaire 
20 defini pr ec£demment , ou tin extra it antigenique d'un 
materiel biologique viral tel que defini prec6demment, ou 
tout ou partie d'un extrait antigenique immunologiquement 
analogue audit virus, obtenu par synthase chimique ou 
recombinaison gSnStique, comprenant au mo ins un epitope 
25 d'une souche virale associee Sl la SEP ; puis on recherche 
par tout moyen approprie, par exemple par une reaction 
chromogdne ou chromophore, ou radioactive, la presence 
d'un complexe anticorps-€pitope. 

L* invention concerne egalement tout rfeactif 
30 immunologique, notamment des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux, pr&sentant une reaction immunologique avec tin 
extrait antigenique, naturel ou de synthase, tel que 
defini prec£demment • 

Pour terminer, l 1 invention concerne egalement 
35 toute preparation vaccinale comprenant : 
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- so it un extrait antigenique d'un materiel biologique 
cellulaire, ou d'un materiel biologique viral , tel que 
defini pr §c6demment , tuS, ou inactif , ou attenuS, 

- soit un compose immunoreactif induisant line reaction 
5 immunologique analogue Sl celle provoquee contre ledit 

extrait antigSnique. 

L v invention sera mieux comprise a la lecture de la 
description d€taill€e qui va suivre, faite en r6f&rence 
aux figures annexees dans lesquelles : 

10 La figure 1, repr&sente l 1 activity transcriptase 

inverse de particules concentrSes a partir des milieux de 
culture de la lignee PLI-2, sediment ant sur gradient de 
saccharose a une densite connue pour les retrovirus* 

Les figures 2 & 5 repr6sentent des particules de 

15 type retroviral observees dans les cellules PLI-2 en 
microscopie electronique, apres transact ivat ion par 
trans feet ion de plasmides contenant le gdne ICPO ou ICP4 
du virus Herpes Simplex Type 1* Les echelles sont en /un. 

Plus particuli&rement, la figxire 2 represente une 

20 partie de cellule PLI-2 (l'echelle representee correspond 
& 1 /xm) . La figure 3 represente des particules de type 
retroviral correspondant 3. des nucleocapsides intra 
cytoplasmiques , telles qu'observ&es en nombre accru aprds 
stimulation (transactivation) par le produit du gene ICPO 

25 du virus HerpSs Simplex Type 1. La figure 4 represente un 
detail £L plus fort grandissement de particules 
intracytoplasmiques. La figure 5 represente un detail 
d v une particule d f aspect plus mature, dans les cellules 
PLI-2 stimulees par transf ection avec le gdne ICP4 du 

30 virus Herpds Simplex Type 1, 

Exemple l : Mise en Evidence de la production 
d' interferon beta par les cellules de plexus choroxdes. 

Des cellules de plexus choroldes en culture in 
35 vitro infectees par la souche LM7 antSrieurement decrite 
ont ete dissociees par une solution de trypsine ou d'EDTA, 
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transferees dans un tube, contenant Sventuellement tine 
petite quantity de sSrum de veau foetal dans le cas d , une 
dissociation par la trypsine de cellules resistant a 
l f action de 1 1 EDTA seul, et culott^es par centrifugation a 
5 1600 tpm pendant 5 a 15 minutes* Le culot cellulaire a et6 
resuspendu dans du tampon PBS ("Phosphate Buffer Saline") , 
et une goutte de suspension a ete deposee dans chaque 
oeilldre de quelques lames pour microscope. Apres sechage 
du d6p6t, les lames ont 6t6 fixSes par incubation dans un 

10 melange de methanol et d 1 acetone (1 volume/ 1 volume) a 
-20 °C, pendant 15 minutes. 

Alternativement, ces mSmes cellules ont 6te 
cultivSes sur des lames avec alveoles de culture 
(commercialisSes par la Soci6t6 Labtek) et, apres rin$age 

15 rapide dans du PBS, fixSes comme pr 6c6demment . 

Plusieurs dilutions dans du PBS d , anticorps 
monoclonal (Boehringer Mannheim, ref . 853 577; 
dilutions: 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000) ou d'anticorps 
polyclonal (VIE 3000-ZI LA JUFFARDE 01360 BALAN FRANCE; 

20 dilutions: 1/50, 1/100, 1/500, 1/1000) anti-interfSron 
beta humain ont 6t6 d6pos6es sur les lames et incubSes 
3 heures a 37 °C. Les lames ont ensuite Ste rinses 
quelques minutes dans deux bains successifs de PBS, puis 
dans un bain d'eau distillSe. Aprfes sSchage des lames, des 

25 dilutions appropriSes d'anticorps marques au f luorochrome, 
anti-IgG de souris pour le monoclonal et anti-IgG de 
ch&vre pour le polyclonal, ont et6 dSposees respect ivement 
sur les lames correspondantes qui ont ensuite 4tS incubees 
pendant 1 heure a 37 °C, Les lames ont ensuite &td r inches 

30 comme prSc6demment et, aprSs sSchage, montSes pour 
1 • observation au microscope a fluorescence. 

Af in de mieux visualiser les structures 
cellulaires environnantes , certaines lames ont 6t6 
incubfees environ 1 minute dans une solution de colorant 

35 "Bleu Evans", puis rinc&es et sechSes avant montage. 
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On a ainsi mis en evidence la presence d'une 
reaction immunologigue specif ique revelee par 1' emission 
d'une fluorescence qui confirme la production d 1 anti- 
interf eron beta par les cellules de plexus choroides. 
5 Pour confirmation, des cellules de plexus 

choroides ont et6 infectees par un virus hautement 
rSplicatif , selon le protocole suivant, 

Des cellules de plexus choroides non infectees ont 
ete mises en culture dans des f lasgues de type "Labtek" 

10 dans le milieu dScrit dans 1' exemple 3 ci-aprSs, mais en 
1' absence d' anticorps anti-interf eron j8. 

Ces cellules ont ensuite ete infectees par du 
virus Herpes simplex type 1 (HSV-1) . Elles ont et€ ainsi 
et& laissees une nuit apr&s un contact d'une heure environ 

15 avec un surnageant contenant des virions HSV-1. 

Le lendemain, les surnageants ont et§ preleves et 
congeles &-80°C, et les lames constitutives des f lasgues 
sur lesquelles les cellules ont poussS ont ete dSgagSes 
des alveoles, et fixees au paraf ormadehyde puis utilis£es, 

20 ainsi que des lames de cellules non- infectees, pour une 
analyse par une technique class ique d 1 immunoper oxydase, 
avec des anticorps polyclonaux anti-interf eron f} 
(exemple : anticorps polyclonal de chdvre anti-interf eron 
(3 humain commercialism par VXE-3000, France) et vine 

25 revelation par un anticorps secondaire marque Sl la 
peroxidase (exemple : anticorps de lapin anti- 
immunoglobulines de chdvre) • 

II a ainsi ete mis en evidence un marguage 
specifique des cellules de plexus choroides infectees par 

30 un virus hautement rgplicatif tel qu' HSV-1 par les 
anticorps anti-interf eron (3; ce qui n'est pas le cas des 
cellules non-inf ectees. 

Ceci confirme la production d' interferon ft par les 
cellules de plexus chorolde en reponse 3. une agression 

35 virale. 
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Example 2 z Preparation in vitro d f une culture de 
cellules primaires infectees par un virus present chez un 
patient atteint de SEP. 

Les methodes pour preparer des cultures de 
cellules primaires & partir de cellules infectees, par 
exemple des cellules leptomeningees, des monocytes ou des 
lymphocytes, et les conditions pour leur croissance in 
vitro sont connues de l'homme du metier (voir references 
ci-dessus) . 

Exemple 3 : Preparation d'une culture de cellules 
infectees de plexus choroides humains. 

Des cellules de plexus choroldes infectees sont 
obtenues aprds explantation post mortem de plexus 
choroldes humains chez un patient. La pi&ce anatomique 
prelev6e sterilement est delicatement delaceree avec des 
pinces et plac&e dans une solution de trypsine pendant 
quelques minutes a environ 37 °C. Les fragments tissulaires 
sont recueillis aprds centrifugation a basse vitesse 
(500 t/mn) et le surnageant est centrifuge Si 16000 t/mn 
pendant 5 & 15 nn. Le culot de centrifugation est repris 
dans un milieu RPMX 1640 (commercialism par Boehringer 
Mannheim) comprenant : de la penicilline (200.000 U/l) , de 
la streptomycine (200mg/l) , de la clindamycine (75 mg/1) , 
de la L-glutamine (6 mM/1) , du pyruvate 1%, du serum, de 
pr£f£rence du s6rum de veau foetal 20 k 30% decompl£mente 
par incubation £ 56 °C pendant 30 minutes, des acides 
amin&s non essentiels 1% (Boehringer Mannheim MEM, 
A.A.N. E. 100X ref: 210293) et de l l anticorps anti- 
inter f6r on beta humain, polyclonal tel que commercialism 
par VTE 3000, ou monoclonal ayant une activity 
neutralisante vis-a-vis de 1* interferon beta (lOU/ml) . 
Avantageusement, le milieu de culture comprend de plus un 
facteur de croissance tel que le facteur de croissance de 
cellules endoth&liales (ECGF) associS & de l'h€parine 
(BOEHRINGER ref. 1/79/87 : ECGF environ 1 a 20 ng/ml 
comprenant de I'heparine 50-150 /xg/ml) . 
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Les cellules sont maintenues dans leur milieu de 
culture et laissees dans une etuve a C0 2 jusqu'a ce que la 

proliferation cellulaire produise une couche confluence, 
c'est a dire un tapis de cellules adherantes. A ce stade, 
5 les cellules sont dissociees avec une solution d'EDTA 
(VersSne) . Les cultures . de cellules sont ensuites 
dedoublees regulidrement aussi longtemps que le potentiel 
mitotique le permet. Les milieux de culture sont changes 
au mo ins deux fois par semaine et tou jours le lendemain 
10 d'un nouveau passage, c'est-4-dire k chaque nouvel 
ensemencement d'un flacon avec des cellules dissociees en 
suspension. 

On observe une extinction progressive du pouvoir 
mitotique des cultures inf ectees aprSs une quinzaine de 

15 passages environ, ce qui est conforme aux observations 
faites en 1* absence d'anticorps anti-interf eron beta. 
Mais, fait jamais observe dans le procede de culture de 
cellules de plexus choroides infectees in vitro dans un 
milieu de culture dSpourvu d'anticorps anti- interferon 

20 beta, quelques foyers de proliferation clonale sont 
progress ivement apparus apr£s le dernier passage des 
cellules de plexus choroides infectees prelev§es chez un 
patient atteint de SEP. Trois de ces foyers ont pu etre 
repiquSs et l f un d'entre eux s'est etabli en une lignee a 

25 fort potentiel de pousse in vitro. Cette lignee a ete 
d£nomm£e PLI-2 par la Demander esse . 

Les surnageants de culture de cette lign6e Stablie 
de cellules de plexus choroides infectees, d'un volume 
minimal de 15 ml, ont 4t& collectes, pr6centrifuges & 

30 10.000 tpm pendant 30 minutes pour eliminer les debris 
cellulaires, puis ultracentrifuges a 35.000 tpm (100000 g) 
pendant 2 heures pour sedimenter les particules 
rStrovirales . Les culots sont repris (volume final 
concentre environ 1.000 fois dans du tampon, Tris-HCl 

35 0,05M pH 9,5) et conserves a -80°C pour un dosage 
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ult^rieur de l 1 activity transcriptase inverse et la 
preparation de virus concentre comme dfecrit ci-apr&s. 

Exemple A : Dosage de l'activite transcriptase 
inverse pour le suivi de la production de particules 
virales de type LM7 dans le surnageant des cellules de 
PLI-2 . 

Toutes les etapes sont effectuees avec du materiel 
et des solutions steriles, afin d'eviter toute 
interference avec des nucleases ou proteases bacter iennes , 
notamment pendant les phases d 1 incubation i. 37°C« 

Les culots contenant les particules virales 

concentrees dans du Tris HC1 0,0 1M pH8 sont decongeles et 

homogeneises . 20 /il sont preleves et ajoutes dans un 

melange r&actionnel contenant : 5 jul de (Tris 0.5M + DTT 
0,04M) pH 8.2, 5 Ml de NaCl 0.1M, 5 /il de MgCl 2 0.3M, 

23 /il &*K 2 0 bidistillee, 10 /il de NP 4 0 2%, 2 /il 
polyCm-oligodG12-18 (10 U D.O./ml ; Pharmacia) et 5 /il 3H, 
3H-Guanosine-Tri-Phosphate (1 mCi/ml ; NEN) . Les tubes en 
verre contenant les melanges sont incubes a 37° C pendant 
75 minutes. La reaction est arr§tee en ajoutant 75 /il 
d'une solution & +4°C contenant : 12,5 % H z O saturee avec 
du phosphate de sodium, 12,5 % H 2 0 saturee avec du 
pyrophosphate de sodium, et 20 % d'acide 

Tri-Chloro-Acetique (TCA) . AprSs 3 0 min. 4 1 heure Si 4°C, 
les tubes sont remplis avec une solution de TCA 5 %, vid&s 
et rinc&s 5 fois avec la solution de TCA i. 5 %, sur une 
membrane d 1 ac&tate de cellulose ( Sartor ius ref. 11106 
25 N ; diam&tre de pore : 0,45 /i ; diam&tre de la 
membrane : 25mm) Si travers laquelle les echantillons sont 
filtr4s dans un collecteur de fractions 1125 (Millipore ; 
ref, XX2702550) . Avant d'etre enlevees, les membranes sont 
rinc€es encore une fois avec 20 ml de TCA & 5 %. Les 
membranes sont alors placees dans des fioles que l'on 
remplit de liguide scintillant (Ready-Safe, Beckman) et 
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l 1 activity est mesuree dans un compteur beta, en cpm 
(coups par minute) et dpm (disintegrations par minute) . 

Chaque €chantillon est tests en triple et la 
moyenne des valeurs utilisee comme re suit at. Si la 
5 difference entre cette moyenne et l'une des mesures excede 
deux fois l'ecart type mesur6 sur des valeurs de 
reference, 1 • echantillon correspondant est teste 3. 
nouveau. 

Four verifier que 1* activity transcriptase inverse 
10 est bien associee 4 des particules de type retroviral, les 
culots de virion concentres par ultracentrifugation des 
surnageants de culture sur coussin de glycerol (solution 
PBS + 30 % de glycerol) sont places sur des gradients de 
saccharose (15 & 50 % poids/poids) et ultracentrifug&s a 
15 + 4°C pendant 6 Sl 16 H Sl 35.000 tpm (100,000 g) dans un 
rotor £. godets. 10 fractions sont recueillies et 20 fil 
sont preleves dans chaque fraction pour y doser 1' activity 
transcriptase inverse comme decrit ci-dessus. Le pic 
specif ique d 1 activity est retrouvfe dans la fraction de 
20 densite 1/17 g/ml environ (dosage r6f ractomStrique) , ce 
qui correspond 4 une dens ltd de sedimentation a 
l'equilibre connue pour les particules r^trovirales (1/16 
a 1/18 g/ml) (Figure 1). 

25 Exemple 5 : Transfection de cellules de la lignee 

PLX-2 par des genes "immediat-precoces" du virus de 
l'Herpds Simplex de Type 1. 

Ainsi que cela a ete montr& (Perron et al. Res, 
Virol. 1989) / le virus herpes simplex type 1 (HSV-1) 

3 0 stimule la production de virus LM7 dans les cellules 
leptom6ning&es • Par ailleurs, HSV-1 s^vdre transactiver 
1' expression du retrovirus HIV par le produit d'un de ses 
gdnes M imm6diats-pr6coces" , ICPO ou IE1 (Chapman J.C., 
Harris J.D., Collins M.K.L. & Latchman, D.S. 1991, A 

35 recombinant HTV provirus is synergistically activated by 
the HIV Tat protein and the HSV IE1 protein but not by the 
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HSV IE3 protein, AIDS 5, 945-950 et Mosca, J.D. Bednarilc, 
D.P. Raj, N.B. Rosen, C.A. Sodroski, J.G. Haseltine, W.A. 
& Pitha, P.M. 1987. Activation of human immunodeficiency 
virus by herpesvirus infection : identification of a 
5 region within the long terminal repeat that responds to a 
trans-acting factor encoded by herpes simplex virus 1. 
Proceedings of the National Academy of Sciences 84, 
7408-7412) . 

Sur la base de ces constatations, les inventeurs 

10 ont alors envisage d'utiliser les gdnes "immediat- 
precoces" du virus HSV-l pour accroitre 1* expression 
virale par la lignie cellulaire PLI-2 .Dif fSrents plasmides 
contenant chacun un g&ne immediat-precoce du virus HSV-l 
ont done ete testes par trans feet ion dans les cellules de 

15 plexus choroldes infectees. II a ainsi ete mis en 
evidence , par microscopie electronique et dosage de 
1* activity transcriptase inverse, que les genes ICPO 
(clone dans le plasmide pJR3) et XCP4 (clone dans le 
plasmide XhoC) transactivaient fortement 1* expression d'un 

20 virus semblable au LM7 dans les cellules de la lignee 
PLI-2 (figures 2 & 5). Des particules virales d f environ 
100 nm sont retrouv&es dans les culots 

d'ultracentrifugation de surnageants de ces cultures 
exprimant une activity transcriptase inverse accrue. 

25 Le protocole experimental de la transfection est 

d£crit ci-dessous. 

Le plasmide pJR3 contient un fragment de 
restriction Pst I-Sacl d'HSV-l (nucleotides 18663 a 25066) 
codant pour ICPO, clone dans un vecteur pUC9. Le plasmide 

30 XhoC est un fragment de restriction Xhol d 1 HSV-l 
(nucleotides 23028 & 33520) codant pour ICP4, clone dans 
un vecteur pAT153. 

La transfection est realisee avec le Trans f ect am 
(marque enregistree, SEPRACOR, Villeneuve la Garenne, 

35 France) . Le principe de cette transfection consiste en une 
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interaction specif ique entre une lipopoly amine cationique 
et l'ADN du plasmide. 

Les plasmides sont dilues dans une solution 
sterile de NaCl 0,3 M dans la proportion de 2 jitg/250 /xl et 
de 5 a 7 /x?/10 6 cellules. Cette solution est melangee 
immSdiatement avant la trans feet ion avec le m§me volume 
d'eau bi-distiliee contenant 5 /il de solution stock de 
Trans feet am par /ig de plasmide. Ce melange 
Trans f ectam-plasmide est alors verse sur les cultures 
prealablement lavees avec du RPMI sans serum 
(2 x 15 min. ), et melange Sl un volume minimum de milieu 
selon l f invention, mais sans serum de veau foetal, laisse 
dans les flacons de manidre a couvrir la surface de la 
monocouche de cellules adherentes. Les flacons de culture 
sont alors incubes 6 h dans une etuve avec 5 % de C02, §. 
37 °C. Aprds 6 heures, le melange Trans f ectam-plasmide est 
pr&lev& et remplace par du milieu de culture selon 
l 1 invention. 

Les cellules sont reincubees dans l 1 etuve et les 
surnageants pre 1 eves environ un jour aprds les 6 h de 
contact avec le melange de transf ection, puis chaque jour 
pendant une semaine. Les surnageants, dont celui qui 
contient le Transf ectam avec le plasmide, sont conserves k 
-80 °C, ou concentres comme dScrit dans 1» exemple 6 
ci-aprSs, et utilises par la suite comme source enrichie 
de virions. 

L v expression des gSnes XCPO ou ICP4 dans les 
cellules transfect&es est verifiee par immunofluorescence 
indirecte avec des anticorps polyclonaux de lapin ou 
monoclonaux de souris contre les proteines produites par 
ces genes, 

Exemple 6 : Preparation de virus purif ie concentre 
& partir des surnageants de culture de la lignee PLI-2. 

Pour la preparation de viirus concentre et purif ie, 
un volume de surnageant obtenu selon l 1 exemple 3 ou 5 
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(entre 5 et 10 litres) est: decongele et concentre par 
ultrafiltration tangentielle ( systSme Minitan , Millipore) 
sur line serie de membranes ay ant un seuil de coupure a 
300000 daltons, Le concentrat est ensuite centrifuge selon 
5 I'exemple 3 mais avec reprise du culot dans du tampon PBS. 
Les culots ainsi recueillis sont alors regroupes et 
deposes sur un gradient de saccharose dans un tampon PBS 
sterile (15 a 50% poids/poids) et ultacentrifugS a 35 000 
tpm (100 000 g) pendant 6 heures a +4°C dans un rotor a 

10 godets. 10 fractions sont recueillies et 20 jil sont 
pr£lev&s dans chague fraction pour y doser 1' activity 
transcripase inverse selon la technique precedemment 
deer it e. Les fractions contenant le pic specif ique 
d v activity correspondant a une densite de sedimentation a 

15 l'equilibre comprise entre 1,16 et 1,18 g/ml connue pour 
les particules retrovirales sont ensuite diluees dans du 
tampon PBS sterile et ultracentrifugees une heure a 
35000 tpm (100000 g) pour sediment er les particules 
virales. Le culot de virions purifies ainsi obtenu est 

20 alors repris dans un petit volume d'un tampon adequat pour 
l 1 utilisation ultSrieure qui en sera faite (ex: Tampon 
Guanidium Thiocyanate pour l v extraction des ARN; PBS 
st&rile pour le stockage a -80 °C) . 

Alternativement, de grandes quant it 6s de flacons 

25 de cellules PLI-2 peuvent etre mis en culture et les 
surnageants dont le volume total depasse 2 litres a chaque 
changement de milieu, sont pr£- centrifuges a 10000 tpm, 
puis directement concentres avec le systeme Minitan 
(marque enregistree, Millipore) , sans congelation 

30 intermediaire. 

Exemple 7 : Coculture d'une lignee cellulaire 
infectee par un virus present chez un individu attaint de 
SEP et de cellules non infectees permissives au virus. 

35 Des cellules d'une culture primaire infectfies, 

telles que dScrites dans ^exemple 2, par un virus present 
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chez un individu atteint de SEP, par exemple le virus LM7, 
sont prelevees de leur flacon de culture, puis reprises 
dans un milieu de culture approprie a la coculture, c'est- 
a-dire le milieu de culture des cellules de plexus 
5 choroides infectees decrit a l 1 exemple 3, avec un 
anticorps anti-interf eron beta humain. 

Paralldlement, des cellules de plexus choroides 
non infectees obtenues aprds explantation post mortem de 
plexus choroides humains sont cultivees dans les 

10 conditions de l v exemple 3, c'est-S-dire avec un anticorps 
anti-inter f&ron beta humain. Puis, ces cellules sont 
dissociees de leur flacon de culture dans une solution de 
trypsine-EDTA. Les cellules sont ensuite centrifugees et 
resuspendues dans leur milieu de culture, et sont 

15 rajoutSes au flacon de la culture cellulaire infectee. Le 
flacon est placS dans une €tuve Sl C0 2 et on laisse les 

cellules de plexus choroides adhSrer et proliferer au fond 
du flacon contenant dej& les cellules infectees pendant 
24 H. Le milieu est change apr&s 24 H et le melange de 
20 cellules est laissS dans l'etuve a C0 2 , jusqu'a ce que la 

proliferation de cellules permissives de plexus choroide 
produise une couche confluente, c'est-a-dire un tapis de 
cellules adh€rentes. A ce stade, les cellules sont 
maintenues encore 5 & 7 jours pour assurer le trans fert du 

25 virus des cellules infectees aux cellules de plexus 
choroides. La culture cellulaire est ensuite dedoublee et 
passee dans deux nouveaux f lacons qui sont reensemences 
avec les cellules de plexus choroides dissociees en 
suspension, et soumises aux memes conditions que decrites 

30 ci-dessus pour l v adhesion et la proliferation des 
cellules, le trans fert, I 1 expression et la replication du 
virus. Les cultures de cellules sont ensuite dedoublfees 
r&gulidrement et passees aussi longtemps que le potentiel 
mitotique des cellules permissives le permet. Ces 

35 cellules, qui hebergent et produisent un virus du type LM7 
peuvent 4 leur tour Stre utilisees poxir infecter de 
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nouvelles cellules par coculture comme d6crit 
precedemment, et alnsl maintenir la souche virale en 
culture. 

Les milieux de culture sont tou jours changes au 
5 mo ins deux fois par semaine et tou jours le lendemain d'un 
nouveau passage, c^st-t-dire a chaque nouvel 
ensemencement d'un flacon avec des cellules dissociees en 
suspension. 

Prealablement a la coculture, les cellules 

10 hebergeant la souche virale peuvent eventuellement St re 
irradiees de manidre a eviter leur proliferation 
ultSrieure au sein d'une culture nouvellement infectee. 
L 1 irradiation peut par exemple frtre r£alisee avec une dose 
tot ale de 6.000 rad de rayons X. 

15 On observe une extinction du pouvoir mitotique 

apr&s une quinzaine de passages environ, ce qui est 
conforme aux observations faites precedemment en 1* absence 
d'anticorps ant i- interferon beta. 

Cependant, comme mis en evidence avec la culture 

20 de cellules de plexus choroldes infectees de l 1 exemple 3, 
quelques foyers de proliferation clonale sont apparus dans 
plusieurs flacons en culture, apr&s le dernier passage. Ce 
m@me phenom&ne a conduit a l 1 apparition de cellules k fort 
potent iel mitotique, qui ont supplante les cellules 

25 pr§-senescentes dans une sous-culture de la souche LM7 
(denomm§e LMT7 PG) • 

Les surnageants de culture de cette lignSe Stabile 
ont ete collectes et congeies £ -80 °C selon le protocole 
deer it dans 1' exemple 3. 

30 Le dosage de l 1 activity transcriptase inverse pour 

le suivi des particules virales de type LM7 dans le 
surnageant de cellules LM7 PG a ete ef fectue conformement 
au protocole experimental dScrit dans 1* exemple 4, et a 
permis de mettre en Evidence un pic d v activity specif ique 

35 dans la fraction de density 1/17 g/ml environ, ce qui 
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correspond £ une densite connue pour les particules 
retrovirales (figure 1) . 

Les cellules de la lignee cellulaire LM7 PG ont 
ensuite ete transf ectees , selon nil protocole identique a 
5 celui deer it dans l'exemple 5, ce qui a permis de montrer 
que les g&nes XCFO (plasmide pJR3) et ICP4 (plasmide XhOC) 
transact ivent fortement l v expression virale dans les 
cellules de la lignee LM7 PG. Les particules virales 
produites presentent les caracteristiques des retrovirus. 
10 La preparation de virus purifi& concentrS est 

effectuee a partir des surnageants obtenus soit 
directement apres coculture, soit par transf ection des 
cellules de la lignee LM7 PG, avec les genes ICPO et/ou 
ICP4 du virus HSV-1. 
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REVENDICATIONS 
1) Procede d'obtention in vitro d'une culture ou 
lignee cellulaire infectee par une souche virale associee 
a la sclerose en plaques (SEP) , selon lequel on ef fectue 
5 un preldvement corporel sur un individu atteint de SEP, on 
cultive ledit prdlSvement dans un milieu de culture 
favor isant la croissance des cellules in fee tees, pour 
obtenir une culture de cellules primaires infectees, et on 
cultive en serie, c'est-S-dire par passages success if s, 

10 dans ledit milieu de culture, un prSl&vement de la culture 
de cellules primaires, ou d'une sous-culture de cette 
dernl&re, pour obtenir la culture ou lignee cellulaire 
infectee par un virus associe a la SEP, caracterise en ce 
que le milieu de culture contient en outre un anticorps 

15 anti- interferon beta, ou dirige contre une molecule 
antigeniquement proche, jouant un rdle inhiteur dans 
I 1 expression virale, permettant d'exprimer de manidre 
persist ante et de propager la souche virale dans la 
culture ou lignee cellulaire. 

20 2) Proced6 selon la revendication 1, caracterise 

en ce que le pr§levement corporel ef fectue contient des 
cellules de plexus chorolde infectees. 

3) Procedfe d'obtention d'une culture ou lignee 
cellulaire infectee continue, comprenant des cellules 

25 infectees par au mo ins une souche virale humaine associee 
a la sclerose en plaques (SEP), caracterise en ce qu'il 
consiste en la combinaison des Stapes suivantes : 

a) on cultive des cellules humaines infect&es par unedite 
souche virale, pour obtenir au mo ins une culture 

30 primaire infectee par ladite souche virale, 

b) on cultive des cellules humaines non infectees et 
permissives 4 ladite souche virale, pour obtenir au 
mo ins une culture permissive, 

c) on co-cultive au mo ins un preldvement d'une culture 
35 primaire infectee et un prelevement de la culture 
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permissive, pour obtenir une premiSre culture d&rivSe 
infect ee par unedite souche virale, 
d) on cultive en serie la premiere culture ddrivee 
infectee, et a cette fin on repete au cours du temps 
5 l'etape consistant Si cocultiver un nouveau prel&vement 

d'une culture permissive non infectee et un 
prelevement de la premiere culture derivee infectee, 
ou d'une sous-culture de cette dernidre, pour obtenir 
une nouvelle sous-culture de la mSme premiere culture 
10 derivee infectSe, constituant une culture virale , 

continue dans des cellules non immortelles 
au mo ins l'une quelconque des Stapes de culture (a) Si (d) 
Stant effectuSe avec un milieu de culture contenant en 
outre un anticorps anti-interfSron beta, ou dirig& contre 
15 line molecule antigeniquement proche, jouant un rdle 
inhibiteur dans 1» expression virale. 

4) Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que la culture prima ire infectee est obtenue a 
partir de cellules humaines infectees par ladite souche 

20 virale, choisies dans le groupe comprenant des cellules 
leptom^ningees, des cellules de plexus choroldes, des 
cellules myeloxdes sanguines, notamment des macrophages et 
monocytes, et des lymphocytes* 

5) Proofed^ selon la revendication 3, caracterisfe 
25 en ce que la culture permissive est obtenue & partir de 

cellules humaines de plexus-choroldes . 

6) Procede selon la revendication 3, caract6ris6 
en ce gu*on obtient plusieurs cultures primaires infectees 
par des souches virales respectivement differentes, et 

30 l'etape (b) est effectuee par coculture d'un pr&l£vement 
de la culture permissive et de plusieurs prSlSvements de 
cultures primaires ou de sous-cultures infect&es 
respectivement diffSrentes. 

7) Milieu de culture pour la mise en oeuvre d*un 
35 procede selon I 1 une quelconque des revendications 1 a 6, 

comprenant au moins un acide amine, au mo ins un facteur 
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vitaminique, au mo ins un sel inorganique, et du glucose, 
caracterise en ce qu'il contient un anticorps 
ant i-interf iron beta. 

8) Milieu de culture selon la revendication 7, 
caracterise en ce qu'il comprend, outre 1' anticorps 
anti-interfSron beta : 

- entre 400 et 2250 mg/1 d'acides amines 

- entre 3,5 et 130 mg/1 de vitamines 

- entre 9100 et 13000 mg/1 de sels inorganiques 

- entre 1000 et 6000 mg/1 de glucose 

- eventuellement, au mo ins un facteur de croissance choisi 
parmi ECGF et FGF basique. 

9) Mat&riel biologique cellulaire, caracterise en 
ce qu'il comprend, soit des cellules prelevees sur ou 
appartenant Sl une culture ou lignSe cellulaire infect&e 
par une souche virale associee & la sclerose en plaques 
(SEP), obtenue par un procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 Sl 7, notamment la lign£e cellulaire 
denonunee PLI-2, deposee a l'ECACC le 22 juillet 1992 sous 
le N° 92072201 selon les dispositions du Traits de 
Budapest, soit des cellules d6r ivies, obtenues en 
modifiant le g£nome desdites cellules, mais sans alt&rer 
leur ph&notype de cellules infectees par un virus associe 
cl la sclerose en plaques. 

10) Proc£d& de transact ivat ion d'un virus associe 
d. la SEP present dans un materiel biologique cellulaire 
selon la revendication 9, caracterise en ce qu'on 
transfecte dans les cellules infectees dudit materiel au 
mo ins un gSne immSdiat-pr£coce d'un virus du genre 
Herp&sviridae, notamment du virus HSV-1. 

11) Proc£d6 de transactivation selon la 
revendication 10, caracterise en ce que le gdne transfecte 
est le gdne codant pour la proteine XCPO, et/ou le g&ne 
codant pour la proteine ICP4 du virus HSV-1. 

12) Materiel biologique viral, caracterise en ce 
que, soit il consiste en une fraction virale & partir du 
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materiel biologique cellulaire selon la revendication 9, 
eventuellement aprds transactivation selon le procede 
selon la revendication 10 ou 11, notamment la souche 
virale dfenommee POL-2, deposee & l'ECACC le 
22 juillet 1992, sous le N° V92072202 selon les 
dispositions du Traits de Budapest, par exemple obtenue 
par separation ou fractionnement de particules virales Sl 
partir du surnageant des cellules infect fees ou par 
fractionnement d'antig&nes, soit il cons is te en une 
fraction virale derivee desdites particules virales, 
obtenues en modifiant le genome, et/ou l'enveloppe et/ou 
la nucleocapside des particules virales de ladite souche. 

13) Procede de detection dans un fluide biologique 
de la presence d'anticorps diriges contre un virus associe 
3. la sclerose en plaques, caracterise en ce qu'on met en 
contact un echantillon dudit fluide biologique avec, soit 
un extra it antigenique d'un materiel biologique cellulaire 
selon la revendication 9, ou d'un materiel biologique 
viral selon la revendication 12, ou tout ou partie d'un 
extrait antigenique immunologiquement analogue audit 
virus, obtenu par synthase chimique ou recombinaison 
g6n€tique, comprenant au moins un epitope dudit virus, et 
on recherche la presence 6ventuelle d'un complexe 
anticorps-6pitope • 

14) React if immunologique, notamment anticorps 
monoclonal ou polyclonal, presentant une reaction 
immunologique avec un extrait antigenique tel que def ini 
dans la revendication 13. 

15) Preparation vaccinale, caracterisee en ce 
qu'elle comprend, soit un extrait antigenique d'un 
materiel biologique cellulaire selon la revendication 9, 
ou d'un materiel biologique viral selon la revendication 
12, tu§, ou inactive, ou attenu§, soit tin compose 
immunoreactif induisant une reaction immunologique 
analogue 3. celle provoquee contre ledit extrait 
antigenique . 
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